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E R ARD BF PLAT RAN Sk i 2 AE PEE. EDRR E A SO 
的 影响 1 
SERA! JER 张 武 肖 ? KAF” R W 
《1. 中 国 水 产科 学 研究 院 淡水 渔业 研究 中 心 ， 农 业 部 淡水 渔业 和 种 质 资源 利用 习 


[Rh 


> 2 
点 实验 室 ， 


无 锡 214081; 2. 南 京 农 业 大 学 无 锡 渔 业 学 院 ， 无 锡 214081) 
摘 ”要 :本 试验 则 在 研究 饲料 中 添加 枯草 芽孢 杆菌 对 团 头 怨 幼 鱼 生长 性 能 、 肝 脏 抗 氧化 指标 、 
肠 道 菌 群 结构 和 抗 病 力 的 影响 。 选 取 初 始 体 重 为 (1.81+0.01) g 的 团 头 鳃 幼 鱼 360 尾 ， 随 


机 分 为 4 组 (每 组 3 个 重复 , 每 个 重复 30 Æ), 分 别 饲 喂 添加 0 CTO 组 ,作为 对 照 组 )、2x107 


(T1 组)、2x10s(T2 组 )、2x10? CFU/g 枯草 芽孢 杆菌 〈T3 组 ) 的 等 氮 等 脂 饲 料 。 试 验 期 


为 8 周 。 结 果 表明 : 1) 与 对 照 组 相 比 ，T1 组 和 T2 组 团 头 饭 幼 鱼 的 增 重 率 、 特 定 生长 率 显 


著 升 高 (P<0.05), H T1 组 的 饲料 系数 显著 降低 (P<0.05)。2) 与 对 照 组 相 比 ，TI1 组 团 头 


id 


jae 
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(P<0.05)， 同 时 该 组 肝脏 丙 二 醛 含量 显著 降低 (P<0.05)。3) 各 组 全 鱼水 分 、 粗 蛋白 质 、 


粗 脂肪 和 粗 灰 分 含量 均 无 显著 差异 (P>0.05)。4) 变性 梯度 凝 胶 电泳 (OGGE) 图 谱 显示 摄 


食 不 同 添加 量 枯草 芽 苞 杆菌 饲料 的 团 头 芒 幼 鱼 的 肠 道 菌 群 结 构 发 生 了 改变 。5) 采用 嗜 水 气 


单 胞 菌 对 鱼 体 进行 攻 毒 ， 各 组 96h 后 的 累积 死亡 率 未 产生 显著 差异 (P30.05)， 但 Tl 组 和 


T2 组 的 累积 死亡 率 低 于 对 照 组 和 T3 组 。 由 此 可 见 ， 饲 料 中 添加 2x107 CFU/g 的 枯草 芽孢 杆 
苦 能 够 提高 团 头 芒 幼 鱼 的 生长 性 能 、 抗 氧化 能 力 ， 并 改变 肠 道 菌 群 结 构 ， 但 对 其 体 成 分 和 抗 
病 力 没有 显著 影响 。 

关键 词 ， 团 头 久 ， 枯 草 芽孢 杆菌 ， 生 长 ; 抗 氧化 能 力 ; 肠 道 菌 群 结构 
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随 着 高 密度 集约 化 养殖 快速 发 展 ， 养 殖 水 环境 日 益 亚 化， 从 而 导致 养殖 动物 的 疾病 暴 
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发 甚至 大 规模 死亡 。 鉴 于 传统 的 抗菌 药物 具有 在 动物 体内 残留 、 引 起 病原 菌 的 耐 药性 等 缺点 ， 


国内 外 学 者 纷纷 致力 于 各 种 抗菌 药物 替代 品 的 研究 ,故此 ,益生 菌 作为 抗生素 时 代 之 后 的 一 


种 新 型 饲料 添加 剂 得 到 广泛 关注 并 成 为 研究 热点 0 了 3。 在 养殖 鱼 类 上 应 用 的 益生 菌 是 指 添加 


到 饲料 或 应 用 于 养殖 水 体 中 在 一 定 程度 上 改善 养殖 鱼 类 的 水 环境 或 肠 道内 微生物 平衡 , 从 而 


对 寄主 产生 包括 刺激 免疫 、 改 善 骨 肠 道 形 态 、 促 进 生长 和 饲料 利用 、 提 高 鱼肉 品质 等 有 利 影 


响 的 微生物 细胞 钻 。 与 其 他 益生 菌 相 比 ， 枯 草 芽 孢 杆菌 (Bacillus subtilis) 具有 稳定 性 好 、 


抗 性 强 、 耐 高 温 、 耐 酸 碱 和 产 酶 丰富 等 优势 。 已 有 研究 表明 ,饲料 中 添加 枯草 芽孢 杆菌 不 仅 


能 促进 水 生动 物 的 生长 , 提高 消化 酶 活性 和 非特 异性 免疫 力 , 而 且 还 能 够 改善 其 肠 道 落 群 结 
fajl4-10 N 


Z| A i (Megalobrama amblycephala), X J T WE Pr f A (Osteichthyes), 4# 7% H 


(Cypriniformes), ##4}(Cyprinidae), {i 1Z#}(Abramidinae), 馆 属 (Megalobrama)， 其 肉质 鲜美 、 


生长 快 、 经 济 价值 高 ， 为 我 国 目前 主要 养殖 鱼 类 之 一 上。 随 着 集约 化 养殖 模式 的 扩大 和 推 


广 ， 因 高 密度 养殖 、 投 饲 频率 增加 以 及 水 体 污染 等 问题 导致 团 头 护 的 病害 和 重大 疫病 频 发 ， 


而 营养 素 是 影响 水 生动 物 抗 病 力 最 重要 且 最 易于 调控 的 因子 之 一 ,但 有 关 杜 草 芽孢 杆菌 在 团 


头 饭 幼 鱼 饲料 中 的 应 用 研究 鲜 有 报道 。 本 研究 则 在 探讨 饲料 中 添加 枯草 芽孢 杆菌 对 团 头 入 幼 


鱼 生长 性 能 、 肝 脏 抗 氧化 指标 、 肠 道 菌 群 结构 和 抗 病 力 的 影响 ,为 枯草 芽 移 杆菌 在 团 头 久 养 
殖 中 的 应 用 提供 科学 依据 。 
1 材料 与 方法 


1.1 枯草 芽孢 杆菌 制剂 


试验 用 枯草 芽孢 杆菌 制剂 为 枯草 芽孢 杆菌 B115 菌株 ， 由 浙江 省 淡水 水 产 研究 所 鱼 病 室 


提供 , 按照 试验 设计 , 经 30 C、180 r/min 振荡 培养 后 制 成 含 不 同 浓度 枯草 芽 苞 杆菌 的 戎 液 ， 


使 用 前 用 平板 计数 法 测定 制剂 中 细菌 数量 。 


AL 
~ 


1.2 ”试验 饲料 


以 鱼粉 、 豆 粕 、 菜 籽 粕 、 棉 籽 煌 和 小 麦 粉 等 为 主要 原料 配制 基础 饲料 ， 其 组 成 及 营养 水 


平 见 表 1。 用 含 不 同 浓度 枯草 芽 苞 杆菌 的 菌 液 蔡 代 基础 饲料 中 的 空白 戎 液 ， 配 制 3 种 试验 饲 


料 。 基 础 饲料 中 枯草 芽孢 杆 菌 的 浓度 为 0CT0 组 ， 作 为 对 照 组 )，3 种 试验 饲料 中 枯草 芽孢 杆 


菌 的 浓度 分 别 为 2x107(T1 组 )、2x108(T2 2H). 2x10°(T3 组 ) CFU/g。 饲 料 原料 经 过 粉碎 过 60 
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液 ， 再 次 充分 混 匀 后 , FA SLP-45 型 制 粒 机 Cr 


出 成 粒 径 为 2.0 mm 的 沉 性 颗粒 饲料 ，50 “CHET EF 4 人 冰箱 中 保存 备 / 


sr 


TLADI, FER 1 配 比 混 合 均匀 ， 少 量 的 组 分 采用 逐 级 扩大 法 


表 1 


Table 1 


混合 ， 


加 入 枯草 芽孢 杆菌 
国 水 产科 学 研究 院 渔 业 机 械 仪器 研究 所 研制 ) 


基础 


饲料 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


Composition and nutrient levels of the basal diet (DM basis) 


下 


g/kg 


项 目 Items 含量 Content 
原料 Ingredients 


鱼 


导 


棉 
米 
次 
所 
维 


矿 


粉 Fish meal 
fÉ Soybean meal 
籽 粕 Rapeseed meal 


> 


籽 粕 Cottonseed meal 


# Rice bran 
粉 Wheat middling 
油 Soybean oil 


化 胆 碱 Choline chloride 


萄 质 预 混 料 Mineral premix?’ 


粉 Powdered zeolite 


酸 二 氧 钙 Ca(H2POs)2 


Wii Blank bacteria liquid 


人 
= 


He 
i= 
i=! 


tt Total 


养 水 平 Nutrient levels 


+ 


Hd 


蛋白质 Crude protein 


脂肪 Crude lipid 


灰分 Ash 


生 素 预 混 料 Vitamin premix!’ 


80 


1 000 


312 


65 


113 


h 


AS 


E 生 素 预 泥 料 为 每 千克 饲料 提供 The vitamin premix provided the following per kg of the diet: VA 900 


000 IU, VD 250 000 IU, VE4500 mg, VC5 000mg, VK3 220 mg, VB: 320mg, VB2 1090 mg, VBo5 000 
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eZ 
ive 


Chinax 


=i 
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mg, VB 116 mg， 生 物 素 biotin 50 mg, ZR 


钙 calcium pantothenate 1 000 mg， 叶 酸 folic acid 165 mg, 


JIA choline 60 000 mg， 烟 酸 nicotinic acid 2 500 mg. 


2 矿物 质 预 混 料 为 每 千克 饲料 提供 The mineral premix provided the following per kg of the diet: 


CuSO4°5H20 2.5 g, FeSO47H20 28 g, ZnSO47H20 22 g, MnSO4H20 9 g, NarSeO3 0.045 g, KI 0.026 g, 


CoCl6H20 0.1 go 


WH FA) 3 95 2h i h F EEEE A EK KAA A P o PB D E 


入 有 温 控 系 统 的 循环 流水 养殖 圆 形 桶 〈 规 格 为 直径 820 mm, i 700 mm) 内 养殖 。 选 取 健 


康 、 初 始 均 重 为 (1.81+0.01) g WHALE 360 尾 ， 随 机 分 为 4 组 ， 每 组 3 个 重复 ， 每 
个 重复 30 尾 鱼 。 试 验 前 2 周 使 用 不 含 枯草 芽孢 杆 菌 的 对 照 组 饲料 进行 驯化 ， 待 团 头 鳃 幼 鱼 
表现 出 主动 抢 食 为 止 , 随后 开始 以 组 为 单位 随机 投 喂 不 同 枯草 芽孢 杆菌 含量 的 试验 饲料 。 每 


天 投 喂 4 次， 分 别 于 08:00-8:30、11:00-11:30、14:00-14:30、17:00-17:30 HTE, AAE 


水 平 ， 日 投 喂 量 为 鱼 体重 的 2% 一 4%， 并 根据 摄食 和 生长 情况 作 适 当 调 整 。 试 验 期 为 8 周 ， 


8 周 后 对 各 组 试验 鱼 进 行 称 重 及 采样 。 养 殖 期 间 水 温 为 26~30 C, pH 为 7.0~8.0， 溶 氧 浓度 


大 于 5 mg/L, BAKE) F 0.4 mg/L， 亚 硝酸 盐 氨 浓度 小 于 0.06 mg/L. 


1.4 样品 采集 和 测定 方法 


1.4.1 样品 采集 与 制备 


试验 结束 后 ， 禁 食 24h 后 ， 统 计 每 组 存活 尾数 ， 养 殖 鱼 全 部 称 量 体 重 和 测量 体 长 。 每 


组 随机 取 3 尾 鱼 立 即 前 开 腹 部 ， 和 剥离 出 肝脏 并 称 重 ， 将 剥离 出 的 肝脏 置 于 离心 管内 于 -80 °C 


超低温 冰箱 中 保存 ， 用 于 测定 丙 二 醛 MDA) 含量 以 及 超 氧化 下 化 酶 (SOD )、 过 氧化 氧 酶 


(CAT) 和 和 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 〈GSH-Px) 活性 ;分 离 出 肠 道 置 于 无 菌 离心 管 中 ， 并 转 入 


-80 人 C 超 低温 冰箱 中 保存 ， 用 于 测定 肠 道 落 群 结构 。 每 组 取 3 尾 鱼 进行 全 鱼 营 养 成 分 分 析 。 


1.4.2 ”肝脏 抗 氧化 指标 的 测定 


肝脏 中 MDA 含量 以 及 SOD, CAT 和 GSH-Px 活性 均 采 用 南京 建成 生物 工程 研究 所 的 


试剂 盒 进行 测定 ,具体 的 测定 方法 按照 试剂 盒 的 说 明 进 行 操 作 , 肝脏 中 和 蛋白质 含量 的 测定 采 


用 考 马 斯 亮 蓝 法 。 


1.4.3 全 鱼 营养 成 分 的 测定 
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采用 常 压 干燥 法 在 105 它 的 烘箱 中 烘 至 恒 重 来 计算 干 物质 含量 ， 采 用 凯 氏 定 氮 法 


(GB/T 6432-1994) 测定 粗 蛋 白质 含量 ;采用 索 氏 抽 提 法 (GB/T 6432-1994) 测定 粗 脂肪 含 


fe; 采用 560 ‘CHR (GB/T 6438-1992) 测定 粗 灰 分 含量 。 


1.4.4 肠 道 菌 群 结构 的 测定 


肠 道 阔 群 结构 的 测定 通过 变性 梯度 凝 胶 电泳 DGGE) 进行 分 离 及 后 续 克 隆 测序 。 采 用 


ty GC 来 细菌 通用 引物 518R 和 341F03 进 行 细 菌 基 因 组 DNA 的 扩 增 , 扩 增 片段 为 细菌 的 16S 


rDNA 的 V3 可 变 区 , 扩 增 产物 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 使 用 大 连 宝 生物 工程 公司 的 胶 回 


收 纯化 试剂 使 (KAPA 2G Robust PCR Kit) 从 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 中 回收 纯化 PCR 产物 ， 按 


试剂 盒 中 的 使 用 说 明 进 行 操作 。 将 PCR 扩 增 产物 通过 DGGE 进行 分 离 ， 采 用 的 凝 胶 变 性 梯 


度 为 35%~55%， 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 浓度 为 8% (化 学 变性 剂 为 100% RA 7 mol/L 和 40% MWA 


烯 酰胺 )， 在 1xTAE 缓冲 液 中 150V、60 °C 下 电泳 5h， 电 泳 完毕 后 采用 银 染 的 方法 进行 染 
色 ， 银 染 结束 后 利用 凝 胶 成 像 仪 观察 并 记录 结果 04。 


1.4.5 生长 性 能 的 测定 


主要 生长 性 能 指标 用 以 下 公式 求 得 : 


增 重 率 (WGR, %) =100x〔 终 末 均 重 一 初始 均 重 ) /初始 均 重 ; 


特定 生长 率 (SGR，%/d) =100x On 终 末 均 重 一 ln 初始 均 重 ) /养殖 天 数 ; 


饲料 系数 (FCR) = 摄 入 饲料 干 重 /《〈 终 未 体重 -初始 体重 )， 


存活 率 (SR, %) =100x 终 末尾 数 /初始 尾数 。 


1.5 ” 攻 毒 试验 


采样 结束 后 , 继续 投 喂 各 组 剩 下 的 团 涉 锌 , 稳定 1 周 后 , 进行 嗜 水 气 单 胞 菌 Aeromonas 


hydrophila) 的 攻 毒 试验 。 攻 毒 试 验 期 间 停止 投 喂 饲料 。 攻 毒 试验 前 以 不 同 浓度 梯度 的 嗜 水 
气 单 胞 落 菌 液 做 预 试 验 ， 依 据 预 试验 第 选 出 的 半 致 死 浓 度 (LDso) 进行 攻 毒 试验 ,按照 50 g 


体重 腹腔 注射 0.5 mL 生理 盐水 悬浮 的 嗜 水 气 单 胞 菌 ( 浓 度 为 5x107” CFU/mL)， 注 射 96h 后 


统计 各 组 死亡 鱼 的 数量 。 
1.6 ”数据 分 析 
试验 数据 用 SPSS 16.0 统 计 软 件 包 中 的 单 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 进行 统计 ， 


若 差异 显 普 ， 再 进行 Tukey's 多 重 比较 ， 差 蜡 显著 水 平 为 P<0.05， 所 有 结果 均 以 平均 值 + 标 准 
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误 (mean+SE) 表示 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 生长 性 能 


s 


由 表 2 可 知 , T1 组 和 T2 组 的 终 末 体重 


增 重 率 和 特定 生长 率 显 著 高 于 不 添加 枯草 芽 苑 


杆菌 的 对 照 组 (P<0.05)， 且 T1 组 的 饲料 系数 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05)。 然 而 ， 枯 草 芽 孢 杆菌 


添加 量 最 高 的 T3 组 在 增 重 率 、 特 定 生长 率 方面 均 低 于 T1 组 、T2 组 以 及 对 照 组 ， 说 明 饲 料 
中 过 量 添加 枯草 芽孢 杆菌 对 团 头 鳃 幼 鱼 的 生长 有 一 定 的 抑制 作用 。 


表 2 饲料 中 添加 枯草 芽 孢 杆菌 对 团 头 鳃 幼 鱼 生长 性 能 的 影响 


K 


Table2 Effects of dietary Bacillus subtilis on growth performance of juvenile blunt snout bream 


(Megalobrama amblycephala) 


项 目 Items 组 别 Groups 
TO Tl T2 T3 

初始 体重 IBW/g 1.81+0.01 1.81+0.01 1.81+0.01 1.81+0.01 
终 末 体重 FBW/g 8.07+0.19P 9.54+0.25 9.14+0.56# 7.48+0.02° 
增 重 率 WGR/% 344.10+10.10b 427.47+13.45a 404.90+31.47* 312.70+6.59° 
特定 生长 率 SGR/(%/d) 1.16+0.02° 1.29+0.02* 1.26+0.08* 1.10+0.03° 
饲料 系数 FCR 2.13+0.07 1.87+0.07¢ 1.93+0.12% 2.27+0.03" 
存活 率 SR/% 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 


同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 
(P<0.05)。 下 表 同 。 

In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant 
difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference 
(P<0.05). The same as below. 

2.2 WRI 
HÆS, FA] Aj i f ba E ST AS DA A ae BE PEA ad BO) Cd} SSeS AS DB E 
杆菌 的 饲料 相 比 ， 其 全 鱼水 分 、 粗 蛋白 质 、 粗 脂肪 和 粗 砍 分 含量 均 无 显著 差异 (P>0.05)。 


fa 


jemi 
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Table 3 Effects of dietary Bacillus subtilis on body composition of juvenile blunt snout bream (Megalobrama 


amblycephala) 


132 


133 


134 


135 


136 


137 


138 


139 


140 


141 


组 别 Groups 


项 目 Items 
TO T1 T2 T3 

水 分 Moisture 70.73+0.52 70.60+0.64 71.20+2.47 70.87+0.62 
粗 脂肪 Crude lipid 8.40+0.17 8.32+0.19 8.60+0.15 8.27+0.38 
粗 蛋 白质 Crude 

16.27+0.28 16.38+0.41 16.57+0.20 16.20+0.10 
protein 
粗 灰 分 Ash 3.87+0.17 3.62+0.03 3.53+0.43 3.87+0.09 
2.3 ”肝脏 抗 氧化 指标 

由 表 4 可知，T1 组 的 SOD、CAT 和 GSH-Px 活性 均 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05)， 且 T1 组 


ANS 
O 


的 MDA 含量 显著 低 于 对 照 


(P<0.05)， 说 明 饲 料 中 添加 适量 的 枯草 芽孢 本 


Pa heteri AS 


幼 鱼 肝 脏 中 抗 氧化 酶 活性 并 降低 MDA 的 积累 。T2 组 和 T3 组 与 对 照 组 相 比 ，SOD、CAT、 


GSH-Px 活性 及 MDA 含量 均 没 有 显著 差异 (P>0.05)。 


表 4 饲料 中 添 力 


[0 枯草 芽孢 杆菌 对 团 头 包 幼 鱼 


肝脏 抗 氧化 指标 的 影响 


Table 4 Effects of dietary Bacillus subtilis on liver antioxidant indices of juvenile blunt snout bream 


(Megalobrama amblycephala) 


组 别 Groups 


项 目 Items 
TO Tl T2 T3 

超 氧 化 物 歧化 酶 

124.11+7.17? 196.11430.854 111.14415.38> 123.30+26.67° 
SOD/(U/mg) 
PUL AL 

316.6421.5° 436.0449.02 284.149.9° 297.0445.9» 
CAT/(U/mg) 
谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 

25.4+1.3? 33.3+4.0° 24.8+2.6 20.5+1.8? 

酶 GSH-Px/(U/mg) 
Ae 

0.88+0.112 0.42+0.09> 0.66+0.17% 0.61+0.15% 
MDA/(nmol/mg) 
2.4 肠 道 菌 群 结 构 

由 图 1 可 知 ，DGGE 分 离 图 谱 及 聚 类 分 析 相 似 性 范围 为 38%~86%， 对 照 组 与 3 个 试验 
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组 (T1 组 、T2 组 和 T3 组 ) 


群 结构 发 生 明 显 变化 。 


的 相似 性 较 低 ， 表 明 摄食 含 枯草 芽孢 杆菌 
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图 1 各 组 团 头 纺 幼 鱼 肠 道 细菌 的 DGGE 图 谱 及 聚 类 分 析 


料 的 团 头 鳃 肠 道 菌 


TO-1 
T0-2 
TO-3 
T1-1 
T1-2 
T1-3 
T2-1 

2-2 

2-3 
T3-1 
T3-2 


T3-3 


Fig.l DGGE image and cluster analysis for intestinal bacteria of juvenile blunt snout bream (Megalobrama 


2.5” 攻 毒 试验 


amblycephala) in different groups 


由 表 5 可 知 ， 各 组 团 头 饮 幼 鱼 腹腔 注射 嗜 水 气 单 胞 菌 96 h 后 的 累积 死亡 率 均 在 50% 以 


上 ， 对 照 组 、T1 组 、T2 组 和 T3 组 的 累积 死亡 率 分 别 为 61.7%、51.7%、53.3% 和 58.3%, 


T1 组 和 T2 组 的 累积 死亡 率 低 于 对 照 组 和 T3 组 ， 但 组 间 没 有 显著 差异 (P>0.05)。 


表 5 


嗜 水 气 单 胞 菌 攻 毒 后 团 头 锰 幼 鱼 的 累积 死亡 率 


Table 5 Post-infection cumulative mortality of juvenile blunt snout bream (Megalobrama amblycephala) 


challenged with Aeromonas hydrophila 


组 别 Groups 


组 别 Groups 


TO T1 T2 
攻 毒 鱼 尾 数 
20+0 20+0 20+0 

Challenged fish No. 
死亡 鱼 尾 数 

12.3340.58 10.3340.58 10.67+1.15 
Dead fish No. 
累积 死亡 率 

61.67+2.89 51.67+2.89 53.33+5.77 


Cumulative 


T3 


200 


11.67+45.9 


58.3345.77 
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156 3 讨 论 


157 ”3.1 饲料 中 添加 枯草 芽孢 杆菌 对 团 头 鳃 幼 鱼 生 长 性 能 的 影响 

158 相关 研究 表明 枯草 芽孢 杆菌 对 鱼 类 肠 道 菌 群 的 结构 组 成 有 重要 的 影响 n547, 益生 菌 对 仔 
159 ”和 鱼 健康 稳定 的 肠 道 菌 群 系 的 构建 有 重要 的 意义 。 有 研究 指出 , 多 种 枯草 芽孢 杆菌 戎 株 被 添加 
160 ”至 仔鱼 的 饲料 中 均 取 得 了 良好 的 效果 , 枯草 芽孢 杆菌 的 添加 对 仔鱼 的 生长 有 展 好 的 促进 作用 
161 (89。 本 试验 研究 发 现 ， 在 饲料 中 添加 适量 村 草 芽 了 移 杆 菌 能 提高 团 尖 鳃 幼 鱼 的 增 重 率 、 特 定 
162 ”生长 率 并 降低 其 饲料 系数 , 说 明 饲 料 中 添加 适量 的 杜 草 芽孢 杆菌 对 团 头 锰 幼 鱼 的 生长 有 促进 


163 作用 ， 这 与 在 罗 非 鱼 (Oreochromis miloticzs)2020、 凡 纳 滨 对 虾 (Lizopemraerxs vannamei) PAVA & 


164 ”肉鸡 (Gus galixs)P3I 上 的 研究 结果 相 一 致 。 本 研究 发 现 ， 人 饲料 中 添加 过 量 枯草 芽孢 杆菌 对 团 
165 头 芒 幼 鱼 的 生长 有 一 定 的 抑制 作用 ， 符 合 高 权 新 等 0 对 益生 瑚 使 用 量 的 有 关 说 明 ， 这 主要 
166 “有 两 方面 原因 : 一 方面 ,芽孢 杆菌 产生 过 量 的 酶 有 可 能 抑制 动物 体内 内 源 酶 的 活性 ， 降 低 内 
N 167 ” 源 酶 对 营养 物质 的 分 解 ; 男 一 方面 , 饲料 中 过 量 添 加 枯草 芽孢 杆菌 可 导致 鱼 体内 菌 群 比例 失 


O 168 ” 调 ， 进 而 影响 其 生长 性 能 。 
N 
3 169 ”3.2 AEE AS E ETAT ER SE 9 EB i BY Og 
170 SOD Æ ASK Hj 75 BK Pe OY Eg A Se Es EE AP, WEN 


z if 


171 ”多 的 超 氧 阴离子 自由 基 的 清除 需要 由 抗 氧化 酶 系统 中 的 SOD. CAT 等 来 完成 ， 主 要 是 通关 


O 172 SOD 的 歧化 反应 把 自由 基 转 化 为 过 氧化 氧 (H202), 然后 通过 CAT 和 GSH-Px 把 H20: 分 解 为 


173 ”对 机 体 无 害 的 水 (HzO)， 从 而 阻止 了 自由 基 积 累 对 鱼 体 的 毒害 上 29。 本 研究 表明 ， 饲 料 中 添 
174 “加 2x107 CFU/g 枯草 芽 移 杆菌 对 团 头 久 幼 鱼 的 抗 氧化 酶 活性 有 显著 的 促进 作用 , 同时 还 能 显 


175 ” 著 降 低 脂 质 过 氧化 产物 MDA 的 含量 。 
176 ”3.3 ”饲料 中 添加 枯草 芽 息 杆菌 对 团 头 久 幼 鱼 肠 道 菌 群 结构 的 影响 
177 本 试验 发 现 不 同 添加 量 的 枯草 芽 移 杆菌 对 团 头 包 幼 鱼 肠 道 菌 群 结构 均 有 一 定 的 影响 。 


178 DGGE 图 谱 中 的 条 带 表 示 的 是 一 个 可 能 的 优势 细菌 类 群 或 可 操作 分 类 单元 (OUT) R71， 本 


179 ”研究 中 对 照 组 的 条 带 数 均值 高 于 3 个 试验 组 , 表明 饲料 中 添加 枯草 芽孢 杆菌 降低 了 肠 道 菌 群 
180 ”结构 的 多 样 性 ， 故 此 聚 类 分 析 图 中 对 照 组 与 3 个 试验 组 〈T1 组、T2 组 和 T3 组 ) 的 相似 性 
181 ” 较 低 ， 表 明 摄 食 含 枯草 芽孢 杆菌 饲料 的 团 尖 鲈 肠 道 菌 群 结构 发 生 了 明显 变化 。 


A. 4/4- 4A] 
Vv 合作 期 刊 


el a- 
Cninar } 


182 3.4 AE FP YAS A E E OT bad ASK EDA A a 


183 WE 7K PE Be Bed Ek DA Be Et YR 7k ZS AY FE BEB BAZ AN h A SE 
184 ” 射 一定 剂 量 的 嗜 水 气 单 胞 菌 ，96 h 后 T1、T2 组 的 累积 死亡 率 低 于 对 照 组 ， 而 T3 组 的 累积 


185 ”死亡 率 是 最 高 的 ， 该 结果 表明 饲料 中 添加 适量 枯草 芽孢 杆菌 对 团 头 锰 幼 鱼 的 抗 病 力 有 所 提 
186 高 ， 这 与 在 条 纹 鲈 P 和 尼 罗 罗 非 鱼 名 上 所 得 结果 相 一 致 。 由 前 面 得 出 的 适量 枯草 芽孢 杆菌 
187 ”添加 对 鱼 体 的 抗 氧 化 能 力 有 促进 作用 ， 结 合 枯草 芽孢 杆菌 的 添加 对 鱼 类 肠 道 戎 群 结 构 的 改 
188 ” 善 ， 本 试验 推测 饲料 中 添加 适量 的 益生 菌 将 提高 肠 道 原 有 有 益 菌 群 的 消化 能 力 59， 强 化 鱼 
189 ” 体 的 抗 氧化 系统 ， 从 而 提高 鱼 体 的 免疫 力 和 抗 病 力 。 


190 4 4 论 


191 © 饲料 中 添加 适量 枯草 芽孢 杆菌 能 够 提高 团 头 鲈 幼 鱼 的 生长 性 能 、 抗 氧化 能 力 ， 并 改变 肠 
192 道 菌 群 结构 。 

193 © 团 头 鳃 幼 鱼 饲料 中 枯草 芽孢 杆菌 的 适宜 添加 量 为 2x 107 CFU/g. 

194 
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Effects of Dietary Bacillus subtilis on Growth Performance, Liver Antioxidant Ability, Intestinal 
Microflora Structure and Disease Resistance of Juvenile Blunt Snout Bream (Megalobrama 
amblycephala) 

SUN Shengming! SU Yanli? ZHANG Wuxiao? GE Xianping ZHU Jian! 

(1. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of 
Agriculture, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 
214081, China; 2. Wuxi Fishery College Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China) 

Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of dietary Bacillus subtilis on 
growth performance, liver antioxidant ability, intestinal microflora structure and disease resistance 
of juvenile blunt snout bream (Megalobrama amblycephala). Three hundred and sixty juvenile 
blunt snout bream with an average body weight of (1.81+40.01) g were randomly chosen and 
devided into 4 groups with 3 replicates per group and 30 fish per replicate. Four isonitrogenous 
and isolipidic diets were formulated with the B. subtilis supplemental level was 0 (TO group, as 
control group), 2x10’ (T1 group), 2x108 (T2 group), 2x10? CFU/g (T3 group), respectively, and 
those diet were randomly fed one of four groups for 8 weeks. The results showed as follows: 1) 


the weight gain rate (WRG) and specific growth rate (SGR) of T1 and T2 groups were 
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significantly higher than those of control group (P<0.05), and the feed conversation ratio (FCR) of 
T1 group was significantly lower than that of control group (P<0.05). 2) Compared with the 
control group, the activities of liver antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase and 
catalase) of Tl group were significantly increased (P<0.05), meanwhile, the liver 
malondialdehyde content in that group was significantly decreased (P<0.05). 3) No significant 
differences were observed in moisture, crude protein, crude lipid and ash contents of whole body 
among all groups (P>0.05). 4) The denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) image 
demonstrated that the intestinal microflora structure was changed when juvenile blunt snout bream 
fed diets supplemented different levels of B. subtilis. 5) Following challenged by Aeromonas 
hydrophila on the 96 h, fish fed different experimental diets showed no significant differences in 
cumulative mortality, but the cumulative mortality in T1 and T2 groups was lower than control 
and T3 groups. It is concluded that adding 2x10’ CFU/g B. subtilis to juvenile blunt snout bream 
diet can improve fish growth performance and antioxidant ability, and change the intestinal 
microflora structure, but cannot significantly affect the body composition and disease resistance . 

Key words: blunt snout bream (Megalobrama amblycephala); Bacillus subtilis; growth; 


antioxidant ability; intestinal microflora structure 


